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대중적으로 이루어지고 있는 비성형술은 비배부나 비첨의 피하에 이
식을 시행하는 경우가 많은데, 자가연골이 부족한 경우 방사선 처리
된 동종 늑연골을 사용하기도 한다. 하지만 동종 늑연골도 장기간의 
추적 관찰연구에 따르면 감염, 흡수, 휘어짐 등의 부작용이 발생할 수 
있다고 되어있다. 본 저자는 방사선 처리된 동종 늑연골의 하나인 
Tutoplast® 연골에 지방유래 줄기세포를 처리하고 연골 신생을 유도
하여 실험동물에 이식한 후 신생 연골이 유지되는지, 합병증은 발생
하지 않는지 확인하고자 하였다.
인체에서 유래한 지방유래 줄기세포를 이용하여 in vitro 환경에서 
연골세포로 분화시켰다. Tutoplast® 연골에 지방유래 줄기세포를 분주
하고 표면에 부착되는지 전자현미경으로 확인한 후 확립된 연골분화
의 방법으로 연골 신생을 유도하였다. Tutoplast® 연골군, Tutoplast®
연골에 지방유래 줄기세포 처리 후 분화 없이 배양한 미분화 연골군,
Tutoplast® 연골에 지방유래 줄기세포 처리 후 연골분화를 유도한 분
화 연골군으로 나누어 누드마우스의 옆구리 피하에 이식을 시행하였
다. 수술 2, 4주 후 연골을 채취하여 육안적, 조직학적 및 유전자발현 
분석을 시행하고, 연골의 정성평가를 위해 변형된 International
Cartilage Research Society (ICRS) 등급 척도를 이용하였다.
지방유래 줄기세포를 2차원적 및 3차원적으로 배양하여 연골세포로 
분화시킨 결과 연골 신생이 일어남을 Alcian blue 염색과 COL2A1 유
전자발현을 통해 확인할 수 있었다. Tutoplast® 연골에 분주한 지방유
래 줄기세포는 연골 표면에 부착되고 연골세포로의 분화가 가능함을 
전자현미경 관찰로 확인하였다. 누드마우스에 이식한 세 군의 
Tutoplast® 연골 중 분화 연골군에서 육안 및 조직학적 소견상 신생 
연골이 유지됨을 확인할 수 있었고 연골 특이적 유전자의 발현도 다
른 군에 비해 높았다. 이식술 후 창상감염, 연골노출, 실험동물 폐사 
등의 합병증은 없었다.
Tutoplast® 연골이 지방유래 줄기세포의 스캐폴드로 작용할 수 있고,
신생된 연골이 실험동물 체내에서 유지됨을 확인할 수 있었다. 따라
서 연골이 필요한 치료에 있어서 방사선 처리된 동종 늑연골을 보다 
안정적으로 사용할 수 있는 실험적 근거를 제공하였다는데 이번 연구
에 의의가 있다고 할 수 있겠다.
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서론
1. 이상적인 이식물질의 조건 
낮은 비배부 및 비첨 모양 개선을 위한 비성형술은 대중적으로 이루
어지는 미용수술 중 하나이다. 수술의 내용상 비배부나 비첨의 피하
에 이식을 시행하여야 하는데, 이를 위해 생물학적 조직이나 인공보
형물과 같은 다양한 종류의 이식물질을 사용해왔다. North 등에 의하
면 이상적인 이식물질은 다음과 같은 조건을 지녀야 한다.1
1) 공여부에서 상당한 통증이 수반되는 수술 없이 쉽게 얻을 수 있
어야 한다.
2) 수혜부 조직과의 적합성을 보여야 한다.
3) 피부나 점막 조직과 가까운 부위에 이식되어도 천공을 일으키거
나 노출되지 않아야 한다.
4) 현저한 변형을 일으키지 않아야 한다.
5) 장기간 관찰시에도 흡수되지 않아야 한다.
2. 자가연골의 사용과 한계 
비성형술의 초창기에는 소에서 유래한 뼈나 연골을 이용한 이종이식
이 시행되기도 하였으나 상당한 염증반응과 흡수로 더 이상 사용되지 
않았다. 한편, 인공보형물의 경우 공여부가 필요 없고, 간편하게 이식
물질을 사용할 수 있다는 장점이 있으나 감염, 구축 등의 문제가 발
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생할 수 있다. 따라서 그동안 임상에서 자가연골을 이식물질로 사용
해 왔으며, 비중격 연골, 귀 연골, 늑연골, 근막 등을 이용한 다양한 
비성형술이 시행되어왔다.
이 중에서 흔히 사용하는 자가연골인 비중격 연골은 조직의 공여부
와 수혜부가 같은 수술 범위에 있어 공여부에 대한 추가적인 절개가 
필요하지 않기 때문에 환자의 회복이 빠르다는 장점이 있다. 연골이 
비교적 두툼하지만 유연하기 때문에 비연골 구조의 지지체로서 적절
하다. 하지만 일차적으로 사용되는 연골이므로 재수술의 경우 채취할 
수 있는 연골의 양이 부족할 수 있다. 귀 연골의 경우 비첨에 대한 
수술 시 유용하게 사용되나 연골의 모양에 굴곡이 있기 때문에 쓰임
이 제한적이다.2,3 늑연골은 충분한 양의 이식물질을 얻을 수 있으나,
연골이 단단하고, 공여부에 반흔을 남기며, 술후 통증, 기흉, 혈흉 등
의 합병증이 있을 수 있다.4,5 그리고 나이가 많은 환자의 경우 늑연골
에 석회화가 진행되어 채취하고 조각하는데 어려움이 따를 수 있다.
3. 방사선 처리된 동종 늑연골의 도입 
인공보형물과 자가연골의 장점을 취하고 단점을 보완할 수 있는 대
안으로 방사선 처리된 동종 늑연골 (irradiated allogeneic costal
cartilage, IACC, 이하 동종 늑연골)이 있다. 1940년 O’Connor와 
Pierce가 늑연골을 merthiolate에 담가 냉장고에 보관하였다는 보고가 
동종 늑연골 사용의 효시가 된다.6 1941년 Straith와 Slaughter가 보관
하던 동종 늑연골을 이용하여 100례의 안면윤곽술을 성공적으로 시행
하였다는 보고를 하였으며,7 이후 Dingman과 Grabb은 턱과 안와부에 
시행한 600예 이상의 동종 늑연골 이식술에서 좋은 성과를 보였다고 
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발표하였다.8
전술한 대로 방사선 처리된 동종 늑연골은 인공보형물이 가진 장점
과 마찬가지로 공여부가 필요 없으며, 자가연골에 비해 많은 양의 연
골을 얻기가 쉽다. 게다가 인공보형물의 단점인 감염의 가능성이 낮
아 피부를 통한 노출 가능성도 떨어진다. 이는 낮은 면역성으로 인해 
수혜부에서 거부반응을 일으킬 가능성이 줄어드는 연골조직 특유의 
속성에 기인한다.9 이식물질로 사용할 연골은 주로 25세 이하의 젊은 
기증자로부터 획득하기 때문에 석회화의 가능성이 낮다. 그리고 전신
질환이나 감염질환의 여부, 약물사용력 등을 확인하기 때문에 이식물
질로 인한 질병의 전파 가능성도 사전에 차단할 수 있다. 이러한 조
건을 갖춘 늑연골조직은 30~50 kGy의 감마선조사로 방사선 처리하고 
생리식염수에 담겨 보관된다.
연골조직은 연골세포, 수분, 프로테오글라이칸으로 이루어지는데 프
로테오클라이칸은 제2형 콜라젠 섬유를 포함한다.10 연골의 면역성은 
주로 연골세포의 표면에서 발현하는데 감마선조사로 면역성을 제거할 
수 있다.11 감마선조사는 늑연골을 단단하게 만들 수 있지만, 한편으로 
연골의 흡수를 억제하는 효과도 있다.12 1977년 Schuller 등은 방사선 
처리된 동종 늑연골을 이용하여 안면윤곽술을 시행하였는데 3년 이상 
경과 관찰한 결과 연골의 흡수율은 1.4%에 불과했다고 발표하였다.13
하지만 이후에 평균 9년의 관찰 기간을 갖고 동종 늑연골을 살펴본 
결과 무려 75%의 흡수율을 보여 동종 늑연골의 흡수율에 대해 논란
이 있어왔다.
이후 1993년에 Kridel과 Konior는 비성형술에 방사선 처리된 동종 
늑연골을 사용하고 최대 7년간 추적 관찰한 결과 일부 감염, 흡수 소
견을 보였지만 대부분 양호한 상태를 보였고 피부 밖으로 노출된 증
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례는 없었다고 발표하였다.14 이 발표 이후 다양한 증례에서 동종 늑
연골을 사용하여왔다. 비슷한 맥락으로 Lefkovits 등은 비중격 연골이 
부족한 경우 비배부에 대한 비성형술에 있어서 방사선 처리된 동종 
늑연골은 이상적인 이식물질로 간주할 수 있다고 주장하기도 하였
다.15
4. 방사선 처리된 동종 늑연골로서의 Tutoplast®
동종 늑연골은 점차 그 안정성이 인정되어, 미국 식품의약안전청을 
포함한 다수의 국제의약품 관리기관의 승인을 받았으며, 현재 전 세
계적으로 다양한 회사의 제품들이 시판되고 있다. 그중 대표적인 제
품 중 하나인 Tutoplast®-processed costal cartilage (Tutogen Medical
GmBH, Neunkirchen, 독일, 이하 Tutoplast® 연골)는 삼투 및 
17.8~25.0 kGy의 감마선조사를 통해 조직의 세포 및 각종 병원균, 바
이러스 등을 제거하였다. 생체적합성과 구조적 완결성이 높아 관절의 
연골손상 등의 치료에 사용이 가능하다.
5. 방사선 처리된 동종 늑연골의 한계 
상품화된 동종 늑연골이 보편적으로 사용되고 있지만, 무균화 및 면
역성 제거를 위한 공정을 통해 완벽한 연골조직을 얻는 것은 사실상 
불가능하다. 게다가 이러한 처리 과정이 연골의 생화학적 및 물리적 
성상에 안 좋은 영향을 준다고 알려져 있다. 실제 임상에서 염증 및 
감염이 발생하는 사례가 없지 않으며 기증자의 나이, 신체 상태에 따
라 연골에 질적인 차이가 존재할 수 있다.
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2003년에 Demirkan 등은 65예의 비성형술에 Tutoplast® 연골을 사
용하였는데 평균 33개월의 관찰 기간 동안 눈에 띌만한 흡수 등의 부
작용은 발견할 수 없었다고 보고하였다.16 Tosun 등도 비성형술을 시
행함에 있어서 22명의 환자에서는 자가연골을, 19명의 환자에서는 
Tutoplast® 연골을 사용하였는데 10년간의 경과 관찰상 뚜렷한 차이
는 발견할 수 없었다는 논문을 발표하였다.17 한편 Song 등은 
Tutoplast® 연골을 이용하여 35예의 비성형술을 시행하였는데, 17%에
서 흡수를, 9%에서는 연골의 휘어짐을, 3%에서는 연골의 골절이 일
어남을 보고하였다.18 각 연구마다 수술 방법, 경과 관찰 기간, 연구 
대상자 등에서 차이를 보인다는 점을 감안하였을 때 Tutoplast® 연골
의 효용성에 대해서 어느 한쪽으로 결론을 내리기는 어렵다. 따라서 




비성형술에 있어서 방사선 처리된 동종 늑연골의 활용도는 점차 증
가하고 있다. 자가연골을 사용하는 것에 비해 수술 및 회복 시간이 
단축되며, 공여부의 이환을 피할 수 있고, 여러 번의 재수술로 자가연
골을 사용하기 힘든 환자에서 일차적으로 사용을 고려하게 된다. 하
지만 전술한 대로 장기간의 추적 관찰 결과가 연구를 통해 완전하게 
입증된 상태가 아니므로, 감염, 흡수, 휘어짐 등의 부작용이 발생할 
수 있다.
동종 늑연골의 안정적인 임상 적용을 위해 줄기세포를 접목한 이식
술은 하나의 좋은 대안이 될 수 있다. 이미 다양한 생물학적 이식물
질이 스캐폴드의 역할을 하여 줄기세포와 동반 상승효과를 낸다는 연
구결과는 이미 여러 차례 보고된 바 있다.19 연골에 대해서도 생물학
적 이식물질을 스캐폴드삼아 줄기세포를 부착하면 특정 환경 안에서 
연골세포로 분화시킬 수 있음이 Cheng 등에 의해 소개된 바 있다.20
연골은 뼈나 근육과는 달리 체내에 존재하는 조직의 양이 한정적이
기 때문에 미용 혹은 재건수술시 충분한 양을 얻는 것이 쉽지 않다.
따라서 방사선 처리된 동종 늑연골에 줄기세포를 접목하여 안정적인 
이식술이 가능해진다면, 연골이 필요한 미용수술은 물론이고, 소이증
과 같은 선천성 기형, 연골손상이 동반된 외상 후 재건과 같이, 연골
이 필요한 환자의 치료에 큰 도움이 될 수 있으리라 본다. 따라서 이
번 연구는 대표적으로 사용하고 있는 Tutoplast® 연골이 지방유래 줄
기세포의 스캐폴드 역할을 수행하여 줄기세포의 생착 및 분열은 물론 
더 나아가 연골로 분화가 가능한 지 확인하는 것이다. 방사선 처리된 
동종 늑연골의 연구 중에서 Tutoplast® 연골이 지방유래 줄기세포의 
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스캐폴드로 작용하는 것은 물론 연골세포로의 분화를 유도할 수 있음
을 밝힌 연구는 아직 보고된 바 없다. 따라서 이번 연구를 통해 
Tutoplast® 연골에 지방유래 줄기세포를 처리하여 보다 안정적인 연
골 제공을 통해 비성형술 뿐만 아니라 연골이 필요한 모든 치료에 적




1. 지방유래 줄기세포의 획득 및 배양
이번 연구에 필요한 사람의 지방조직은 서울대학교병원의 의학 연구 
윤리심의위원회 (Institutional Review Board, IRB)의 사전 승인을 받
고 진행하였다 (IRB No. H-1605-058-761). 건강한 20~40대의 여성 3명
에게서 획득한 지방조직을 가위로 잘게 조각내어 0.2% collagenase
(Worthington Biochemical Corporation, 미국)가 포함되어있는 Hanks’
balanced salt solution (HBSS; Sigma-Aldrich, 미국)에 담아 37℃에서 
30분간 교반하여 분해시켰다. Collagenase의 효소작용을 중지시킨 후 
40-µm cell strainer (BD Biosciences, 미국)로 불순물을 걸러내고 5분
간 470 × g의 속도로 원심분리를 하였다. 상층의 지방세포 등을 걷어
내고 바닥에 가라앉은 혈관기질분획 (Stromal Vascular Fraction,
SVF) 세포들을 획득하였다.21,22
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)에 10%의 태아소혈청 
(Fetal Bovine Serum, FBS)과 1%의 페니실린/스트렙토마이신이 혼합
된 세포배양 media에 혈관기질분획 세포를 풀어 37℃ 및 5% 이산화
탄소 환경의 incubator에서 배양하였다. 혈관기질분획 획득 상태를 지
방유래 줄기세포의 passage 0으로 간주하였다. 3일 간격으로 계대배
양을 시행하였으며, 이번 연구에 사용한 지방유래 줄기세포는 
passage 3에서 7 사이의 세포들이었다.
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2. 지방유래 줄기세포의 연골세포로의 분화
Culture dish 혹은 15 ml tube의 바닥에 지방유래 줄기세포를 모으
고, 연골 신생 media (DMEM, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml
streptomycin, 0.1mM ascorbic acid 2-phosphate, 40 mg/ml
L-hydroxyproline, 100 nM dexamethasone, 10 ng/ml transforming
growth factor-β1 (TGFβ1), 25 ng/ml basic fibroblast growth factor
(bFGF), ITS (10 mg/ml insulin, 5.5 mg/ml transferrin, 5 ng/ml
selenium), 0.5 mg/ml bovine serum albumin (BSA) and 4.7 mg/ml
linoleic acid)를 분주하여 2주간 배양을 하였다.23-25 Media는 3일에 한 
번씩 교체를 하였다.
3. 동종 늑연골에 지방유래 줄기세포의 처리
사체에서 얻어 방사선 처리를 한 동종 늑연골인 Tutoplast® 연골을 
가로 5 mm, 세로 5 mm, 두께 2 mm로 준비하여 100만 개의 지방유
래 줄기세포를 연골 위에 분주하였다 (Fig. 1). 37℃ 및 5% 이산화탄
소 환경의 incubator에서 연골이 마르지 않도록 media를 조금씩 뿌려
가며 연골 위의 줄기세포를 배양한 후 총 2시간이 경과하여 줄기세포
가 연골과 유착되었다고 판단되면 연골을 media에 담가 2주간 배양
을 하였다. 지방유래 줄기세포를 연골세포로 분화시킬 목적의 연골은 
연골 신생 media에, 미분화 연골은 연골세포로의 분화 없이 세포배양 
media로 배양하였다.
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Figure 1. Experimental scheme depicting in vitro culture of
adipose-derived stem cell (ADSC) on Tutoplast® cartilage. Seeded
cells were cultured with either culture media or chondrogenic
differentiation media for 2 weeks.
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4. 실험동물 모델 및 연골이식술
동물실험은 서울대학교병원 전임상실험부의 Institutional Animal
Care and Use Committee (IACUC) 사전 승인을 얻고 진행하였다 
(IACUC No. 16-0081-C1A0). 실험동물로 체중 20 g 전후의 생후 6주 
령의 수컷 Balb-c nude mouse를 사용하였다. 이식수술을 위한 마취
를 위해 ketamine (휴온스㈜, 대한민국) 100 mg/kg와 xylazine
(Rompun; 한국바이엘㈜, 대한민국) 10 mg/kg을 각각 근육 내로 주
사하였다.
마취 후 실험동물이 진정상태가 되면 우측 등을 소독하고 척추와 평
행하게 1.5 cm 가량 절개를 가하였다 (Fig. 2). 우측 옆구리를 박리하
여 연골이 들어갈만한 공간을 충분히 확보한 후 연골을 이식하였다.
실험동물은 총 3개의 군으로 나뉘는데, 1군은 대조군으로서 지방유래 
줄기세포의 처리 없이 Tutoplast® 연골만 이식한 군이며 (Tutoplast®
cartilage, TC), 2군은 Tutoplast® 연골에 지방유래 줄기세포를 분주하
여 2주간 분화 없이 배양한 미분화 연골군이고 (Undifferentiated
ADSC-TC, UA-TC), 3군은 Tutoplast® 연골에 지방유래 줄기세포를 
분주하여 2주간 연골 신생 media에서 연골분화를 유도한 분화 연골
군이었다 (Chondrogenic differentiated ADSC-TC, CA-TC) (Fig. 3).
절개창은 봉합하여 연골이 노출되지 않도록 하였다. 수술 후 창상감
염을 예방하기 위해 cefazolin 20 mg/kg을 한차례 근육 내 주사하였
다.
수술 2, 4주 후 실험동물을 마취한 후 이산화탄소를 이용하여 안락
사시켰다. 연골을 채취하여 조직학적 및 유전자발현 분석을 시행하였
다.
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Figure 2. Transplantation surgery of Tutoplast® cartilage in nude
mice. 1.5cm-sized incision was made at right flank. After
subcutaneous dissection, cartilage was inserted to the subcutaneous
pocket. Incisional wound was closed by skin sutures.
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Figure 3. Experimental scheme depicting in vivo transplantation of
adipose-derived stem cell (ADSC)-seeded Tutoplast® cartilage. One
of Tutoplast® cartilage (TC, A), undifferentiated ADSC-TC (B) or
chondrogenic differentiated ADSC-TC (C) was transplanted in the
subcutaneous plane of nude mouse.
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5. 조직학적 분석
시험관 내 (in vitro) 배양으로 얻은 조직 또는 실험동물에서 획득한 
연골을 4% paraformaldehyde에 24시간 고정시켰다. 이후 파라핀으로 
포매를 하여 파라핀 블록을 만들고 4 µm의 두께로 절편으로 슬라이
드를 만들어 hematoxylin & eosin (H&E) 염색을 시행하였다. 연골 
신생을 확인하기 위해서 Alcian blue 및 Safranin O 염색을 시행하였
다. 염색된 슬라이드는 Leica SCN400 Slide Scanner (Leica
Biosystems, 독일)를 이용하여 촬영하였다.
신생 연골의 정성평가를 위해 변형된 International Cartilage
Research Society (ICRS) 등급 척도를 이용하였다 (Table 1 and 2).26
형태학적 분석은 4가지 분류로, 조직학적 분석은 5가지 분류로 나뉘
어 각 항목마다 점수를 매기는 방식으로, 형태학적 분석은 0~8점, 조
직학적 분석은 0~14점의 총점이 산출된다.
6. 유전자발현 분석
시험관 내 배양을 한 세포 또는 실험동물에서 획득한 연골에서 
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, 독일)을 이용하여 RNA를 추
출하였다. GoScript Reverse Transcription Kit (Promega, 미국)로 역
전사를 통해 cDNA를 합성하였고, LightCycler® 480 System (Roche,
스위스) 장비를 사용하여 실시간 중합효소연쇄반응 (Quantitative
Real-Time Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)을 시행하였다. 이번 
연구에서는 연골 특이 유전자로 알려진 COL1A2, COL2A1, COL10A1








2. Smoothness of the cartilage surface
1) Smooth 2
2) Intermediate 1
  3) Rough 0
3. Cartilage surface, degree of filling
1) Flush 2
2) Slight depression 1
  3) Depressed/overgrown 0
4. Translucency of the neo-cartilage
1) Slight depression 2
2) Transparent 1
3) Opaque 0
Table 1. International Cartilage Repair Society




1) Hyaline cartilage 0
2) Mostly hyaline cartilage 1
3) Mostly fibrocartilage 2
4) Mostly non-cartilage 3
5) Non-cartilage only 4
2. Matrix staining (metachromasia)
1) Normal 0
2) Slightly reduced 1
3) Markedly reduced 2
4) No metachromatic stain 3
3. Surface regularity
1) Smooth (> 3/4) 0
2) Moderate (> 1/2 ~ 3/4) 1
3) Irregular (1/4 ~ 1/2) 2
4) Severely irregular (< 1/4) 3
4. Thickness of cartilage
1) > 2/3 0
2) 1/3 ~ 2/3 1
3) < 1/3 2
5. Integration of donor with host adjacent cartilage
1) Both edges integrated 0
2) One edge integrated 1
3) Neither edge integrated 2
Table 2. International Cartilage Repair Society













Table 3. Primer sequences for quantitative real-time PCR
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정보는 Table 3에 정리하였다.27 각 유전자의 상대값은 housekeeping
유전자인 ACTB와의 비율로 계산하였다.
7. 전자현미경 분석
Tutoplast® 연골에 분주한 지방유래 줄기세포의 형태를 확인하기 위
해 주사전자현미경 (Scanning Electron Microscope, SEM)을 이용하여 
Tutoplast® 연골의 표면을 관찰하였다. 이를 위해 연골을 다음과 같이 
처리하였다. 지방유래 줄기세포 배양 처리한 연골의 고정은 2.5%
glutaraldehyde로 시행하였다. 0.1M Phosphate Buffered Saline (PBS)
으로 세척을 하고 OsO4에서 1시간 반 동안 postfixation을 하였다. 이
후 50, 60, 70, 80, 90, 95, 100% 에탄올에서 각각 10분간 탈수를 하고 
hexamethyldisilazane (HMDS)으로 10분간 처리한 후 건조시켰다. 시
료대에 부착하여 이온 코팅을 하고 주사전자현미경 (JSM-7401; JEOL,
일본)으로 Tutoplast® 연골의 표면을 관찰하고 촬영하였다.
8. 통계학적 분석
측정치는 평균 ± 표준오차의 형태로 표현하였다. 두군 또는 세군의 
평균에 유의한 차이가 있는지 확인하기 위해 각각 Student’s t-test 및 
분산분석 (Analysis of variance, ANOVA)을 시행하였다. P-value가 
0.05보다 작은 경우 통계적으로 유의하다고 간주하였다. IBM SPSS




1. 지방유래 줄기세포의 확립 및 배양 
인체에서 획득한 지방조직을 토대로 혈관기질분획을 추출한 후 이의 
배양을 통해 지방유래 줄기세포를 확립하였다. Passage 3의 지방유래 
줄기세포는 육안상 섬유모세포와 구분이 되지 않았으며 1주 이상 배
양하면 culture dish를 가득 채울 정도로 높은 분열능을 보였다 (Fig.
4). 하지만 세포배양 media와 연골 신생 media로 키운 것에는 차이를 
보였다. 세포배양 media로 키운 지방유래 줄기세포는 분열능이 높은 
반면, 연골 신생 media로 분화시킨 지방유래 줄기세포는 분열능이 낮
고 세포의 모양도 방추형의 섬유모세포와는 다르게 굵직한 편이었다.
2. 연골세포로의 분화 
지방유래 줄기세포를 culture dish를 이용한 2차원적 배양뿐만 아니
라 tube를 이용한 3차원적 배양으로도 연골세포로의 분화를 시도하였
다. 2차원적 배양은 지방유래 줄기세포가 dish에 가득 찬 후 연골 신
생 media로 3주간 배양하는 것으로 시행하였다. Alcian blue 염색을 
통해 파랗게 염색되는 연골세포를 관찰할 수 있었다 (Fig. 5). Tube를 
이용한 3차원적 배양은 지방유래 줄기세포를 이용하여 세포배양 
media와 연골 신생 media로 각각 시행하였는데 연골 신생 media로 
키운 지방유래 줄기세포는 둥근 구형태의 조직이 형성됨을 관찰할 수 
있었다 (Fig. 6 and 7). 조직에 대한 염색을 시행한 결과 Alcian blue
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Figure 4. Culture of adipose-derived stem cell (ADSC) with either
culture media or chondrogenic differentiation media for 2 weeks.
The cell morphology and the rate of cell proliferation were
different between control and chondrogenic differentiation groups.
Scale bars = 200 μm.
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Figure 5. Chondrogenic differentiation of adipose-derived stem cell
(ADSC). ADSCs were cultured with either culture media or
chondrogenic differentiation media for 3 weeks. Differentiated
ADSCs were stained with Alcian blue method.
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Figure 6. 3-dimensional chondrogenic differentiation of
adipose-derived stem cell (ADSC). ADSCs were cultured at the tip
of tube with either culture media or chondrogenic differentiation
media for 2 weeks.
23
Figure 7. Gross observation of in vitro constructs after
3-dimensional chondrogenic differentiation of adipose-derived stem
cell.
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염색에 양성을 보이는 세포들이 관찰됨을 확인할 수 있었다 (Fig. 8).
조직에 대한 유전자발현을 확인한 결과 연골 신생 media에서 배양한 
조직이 세포배양 media에서 배양한 조직보다 COL2A1 유전자가 12배
가량 높게 발현하였다 (Fig. 9). 이를 통해 지방유래 줄기세포를 이용
하여 2차원적 그리고 3차원적 배양을 통해 연골세포로의 분화가 가능
함을 확인할 수 있었다.
3. 지방유래 줄기세포를 처리한 동종 늑연골의 분석 
동종 늑연골인 Tutoplast® 연골에 지방유래 줄기세포의 배양이 가능
한 scaffold로서 역할을 할 수 있는지 실험을 진행하였다. 100만 개의 
지방유래 줄기세포가 올라간 동종 늑연골에 2주간 각각 세포배양 
media와 연골 신생 media로 배양 및 분화를 시행하였고 이에 대한 
확인을 위해 주사전자현미경으로 늑연골의 표면을 관찰하였다 (Fig.
10).
현미경상 세포를 올리지 않은 대조군의 동종 늑연골 표면에는 세포
의 형상이 보이지 않았으며, 비교적 매끈하였다. 한편 연골분화 없이 
지방유래 줄기세포를 분주한 미분화 연골군의 늑연골 표면에는 길쭉
한 돌기를 가진 납작한 모양의 세포들이 군데군데 관찰되었다. 늑연
골에 지방유래 줄기세포를 분주하여 연골 신생 media에서 연골분화
를 유도한 분화 연골군은 동그란 구 형태의 연골세포들이 다수 관찰
되었다. 이를 통해 Tutoplast® 동종 늑연골은 지방유래 줄기세포의 배
양이 가능하며, 연골 위에 배양된 지방유래 줄기세포는 연골 신생 
media 속에서 연골세포로의 분화도 가능함을 확인할 수 있었다.
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Figure 8. Stained images of in vitro construct after 3-dimensional
chondrogenic differentiation of adipose-derived stem cell. The
construct was stained both hematoxylin & eosin (H&E) and Alcian
blue staining. Scale bars = 200 μm.
26
Figure 9. Quantitative real-time PCR analysis of COL2A1 between
control and chondrogenic differentiation groups. n = 4 per group.
*, p < 0.05 versus control group.
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Figure 10. Images of scanning electron microscope of Tutoplast®
cartilage surface. Adipose-derived stem cells (ADSC) were seeded
and cultured on cartilage with either culture media or
chondrogenic differentiation media. Differentiated chondrocytes
(arrows) were identified on the surface of chondrogenic
differentiated ADSC-Tutoplast® cartilage (ADSC-TC).
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4. 이식한 동종 늑연골의 분석 
2주간 지방유래 줄기세포를 처리하거나 처리하지 않은 동종 늑연골
을 실험동물에 이식하고 수술 2, 4주 후에 연골을 다시 채취하여 분
석을 시행하였다. 수술 후 관찰 기간 동안 창상감염, 연골노출, 실험
동물 폐사 등의 합병증은 없었다.
1) 육안적 관찰
실험동물 옆구리 피하에 이식한 늑연골은 관찰 기간 동안 위치 변화 
없이 제자리에서 유지되었다. 수술 2, 4주 후 실험동물을 안락사시켜 
피부를 절개하여 늑연골을 확인한 결과 이식할 당시의 형태로 온전하
게 실험동물의 피하에 유지되고 있음을 확인할 수 있었다 (Fig. 11).
지방유래 줄기세포를 올린 늑연골의 표면이 피부밑에 위치하도록 이
식하였는데 조직 채취시 늑연골과 피부가 유착되어 있었다. 유착된 
피부를 늑연골로부터 분리시키면서 처리한 지방유래 줄기세포가 떨어
져 나가지 않도록 주의를 가하였다.
수술 4주 후 채취한 대조군, 미분화 연골군, 분화 연골군의 동종 늑
연골을 비교한 결과 다른 두 군과는 달리 분화 연골군의 표면은 매끈
하지만 굴곡이 있어 기존의 동종 늑연골에 새로운 조직이 붙어있음을 
시사하는 소견을 보였다 (Fig. 12 and 13).
세 군의 연골 신생에 대해 변형된 ICRS 등급 척도를 이용하여 형태
학적 분석을 시행하였다 (Fig. 14). 대조군과 미분화 연골군의 등급은 
큰 차이를 보이지 않았지만, 분화 연골군의 등급은 대조군에 비해 통
계학적으로 유의하게 높음을 확인할 수 있었다.
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Figure 11. Gross observations of nude mouse having
transplantation surgery of Tutoplast® cartilage at postoperative
week 4. Transplanted cartilage (arrow) was attached to the inside
of the skin.
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Figure 12. Gross observation of transplanted Tutoplast® cartilages
at postoperative week 4.
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Figure 13. Gross observation of chondrogenic differentiated
adipose-derived stem cell on Tutoplast® cartilage (ADSC-TC) at
postoperative week 4.
32
Figure 14. Gross morphology and histological scores for
chondrogenesis based on international cartilage repair society
scoring system. ADSC, adipose-derived stem cell. TC, Tutoplast®




수술 4주 후 채취한 세 군의 동종 늑연골에 대해 H&E 및 Safranin
O 염색을 시행하였다. H&E 염색상 지방유래 줄기세포를 처리하지 
않은 대조군의 늑연골 표면은 2-3겹의 세포층으로 덮여있는 반면, 미
분화 연골군의 늑연골 표면은 6-7겹 이상의 두꺼운 세포층으로 덮여
있었다 (Fig. 15). 한편, 분화 연골군의 늑연골 표면은 일부 세포층이 
관찰되기는 하지만 상당 부분은 기존의 동종 늑연골과 구분되기 어려
운 표면 상태를 보이고 있었다.
Safranin O 염색상 대조군과 미분화 연골군의 소견은 H&E 염색에
서 관찰한 소견과 크게 다르지 않았다 (Fig. 16). 하지만 분화 연골군
의 늑연골은 염색의 정도가 진한 기존의 늑연골과 염색의 정도가 옅
은 신생 연골로 구분됨을 확인할 수 있었다.
세 군의 연골 신생에 대해 변형된 ICRS 등급 척도를 이용하여 조직
학적 분석을 시행하였다 (Fig. 14). 대조군과 미분화 연골군의 등급은 
10등급 이상으로 두 군간에 큰 차이를 보이지 않았지만, 분화 연골군
의 등급은 대조군에 비해 통계학적으로 유의하게 낮음을 확인할 수 
있었다.
3) 유전자발현 분석
수술 2, 4주 후 채취한 세 군의 동종 늑연골에 대해 연골특이적 유
전자에 대한 발현을 비교 분석하였다. 수술 2주후 채취한 조직에 대
해서 COL1A2의 발현은 대조군, 미분화 연골군, 분화 연골군으로 갈
수록 높게 나왔지만 유의한 차이는 보이지 않았다 (Fig. 17). 그러나 
COL2A1은 미분화 연골군과 분화 연골군의 수치가 대조군의 수치보
다 통계학적으로 유의하게 높았다. 분화 연골군의 발현이 가장 높았
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Figure 15. Images of hematoxylin & eosin (H&E) staining of
Tutoplast® cartilage (TC), undifferentiated adipose-derived stem cell
on TC (ADSC-TC) and chondrogenic differentiated ADSC-TC at
postoperative week 4. Scale bars = 50 μm.
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Figure 16. Images of Safranin O staining of Tutoplast® cartilage
(TC), undifferentiated adipose-derived stem cell on TC (ADSC-TC)
and chondrogenic differentiated ADSC-TC at postoperative week 4.
Scale bars = 50 μm.
36
지만 미분화 연골군과 유의한 차이를 보이지 않았다. COL10A1과 
ACAN은 세군 모두 유의한 차이 없이 비슷한 발현 정도를 보였다.
수술 4주 후 채취한 조직에 대해서 COL1A2의 발현은 분화 연골군
에서 가장 높았으며 대조군과의 차이는 유의하였다 (Fig. 18).
COL2A1은 미분화 연골군과 분화 연골군의 발현이 대조군에 비해 월
등히 높았으며 이는 통계학적으로 유의하였다. COL10A1과 ACAN은 
분화 연골군의 발현이 나머지 두군에 비해 유의하게 높았으며 미분화
연골의 발현도 대조군에 비해 유의하게 높았다.
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Figure 17. Quantitative real-time PCR analysis of COL1A2, COL2A1,
COL10A1 and ACAN at postoperative week 2 among Tutoplast®
cartilage (TC), undifferentiated adipose-derived stem cell on TC
(ADSC-TC) and chondrogenic differentiated ADSC-TC. n = 5 per
group. *, p < 0.05 versus Tutoplast® cartilage group.
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Figure 18. Quantitative real-time PCR analysis of COL1A2, COL2A1,
COL10A1 and ACAN at postoperative week 4 among Tutoplast®
cartilage (TC), undifferentiated adipose-derived stem cell on TC
(ADSC-TC) and chondrogenic differentiated ADSC-TC. n = 5 per
group. *, p < 0.05 versus Tutoplast® cartilage group. #, p < 0.05




이번 연구에서 Tutoplast® 연골이 스캐폴드로서 지방유래 줄기세포
의 생착이 가능한지 그리고 생착된 지방유래 줄기세포가 연골로 분화
가 가능한 지 확인하였다. 이를 위해 인체에서 획득한 지방유래 줄기
세포를 in vitro 환경에서 2차원적 및 3차원적 배양을 통해 연골세포
로의 분화 과정을 확립하였다. 이어서 Tutoplast® 연골에 지방유래 줄
기세포가 생착될 수 있는 조직인지 전자현미경을 통해 확인하였고,
궁극적으로 지방유래 줄기세포가 처리된 Tutoplast® 연골을 실험동물
에 이식하였을 때 관찰기간동안 줄기세포가 유지되었을 뿐만 아니라 
연골세포로 분화시킨 지방유래 줄기세포가 Tutoplast® 연골과 통합되
어있음을 확인할 수 있었다. 이와 같이 Tutoplast® 연골에 지방유래 
줄기세포를 처리하고 연골 신생을 유도하는 연구는 이번이 처음이다.
중간엽줄기세포는 연골세포뿐만 아니라 근육세포, 지방세포, 혈관내
피세포 등으로의 분화능이 있어 세포치료를 통한 재생의학의 주요 재
료로서 각광받고 있다.28 지방유래 줄기세포는 중간엽줄기세포의 하나
로서 지방조직의 결합조직 안에서 미세혈관에 둘러싸여 분포하고 있
다.29 지방조직은 피하층에 풍부하게 존재하므로 지방유래 줄기세포는 
손쉽게 상당한 양을 획득할 수 있어 같은 중간엽줄기세포인 골수유래
줄기세포보다 선호도가 높다. 따라서 연골의 재생에 있어 중간엽줄기
세포로서 지방유래 줄기세포를 이용하는 연구는 다양하게 이뤄지고 
있다.30
현재로서는 정형외과 영역에서 골관절염과 관련하여 연골재생을 위
한 연구가 활발히 진행되고 있다. 연골은 조직 내 혈관밀도가 낮아 
손상 시 주변으로부터 연골전구세포나 연골세포가 이동해오는데 한계
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가 있기 때문에 내재적인 재생능력이 낮다. 이로 인해 자가연골세포
를 직접 이식하는 시도가 있었지만, 공여부 연골이 필요하고, 이식된 
연골세포가 미분화되는 한계를 보여 지금은 시행하고 있지 않다.31,32
대안으로 연골세포로의 분화능을 가진 지방유래 줄기세포를 이용하여 
관절연골의 재생을 꾀하고 있으며 좋은 결과를 보고한 연구가 다수 
존재한다.30
이번 연구는 넓은 의미에서 연골재생과 맥락을 같이 한다. 방사선 
처리된 동종 늑연골은 면역성을 상실하였기 때문에 연골의 물리적 성
상을 지닌 이식물질로 간주할 수 있는데, 늑연골에 처리한 지방유래 
줄기세포가 연골 신생 media에 의해 연골세포로 분화되어 이식 후 
실험동물 체내에서 유지되고 있었기 때문이다. Safranin O 염색으로 
구분이 되었지만 새롭게 분화된 연골층이 기존의 동종 늑연골과 
H&E 염색으로 구분되지 않을 정도로 통합되어있는 점은 특기할만하
다. 하지만 Safranin O 염색으로 구분된 두 연골층이 기존의 동종 늑
연골과 신생 연골이 맞는지, 염색으로 구분되는 원리는 무엇인지에 
대한 후속 연구가 필요하다.
이번에 사용한 Tutoplast® 연골은 정상 연골과 마찬가지로 연골세포,
수분, 프로테오글라이칸 등으로 동일하게 구성되어 있다.33 제조과정에
서 삼투, 산화, 용제 처리 및 감마선조사를 통해 각종 병원균과 바이
러스 등을 제거하여 감염성 질환으로부터 안전성을 확보하는 한편,
연골세포의 표면에 발현하는 주조직적합성 제1급 항원을 약화시켰
다.11 하지만 수술 중 Tutoplast® 연골을 조각하는 과정에서 노출되는 
내부 구조물과 연골 파편들이 비록 강도는 약하더라도 면역거부반응
을 일으킬 수는 있다. 따라서 Tutoplast® 연골 표면에 이식 처리된 지
방유래 줄기세포 및 줄기세포에서 분화된 연골세포는 Tutoplast® 연
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골의 표면 노출을 줄여 면역거부반응의 발생 가능성을 낮추는 부수적
인 효과도 얻게 되었다고 생각할 수 있다.
이번 연구의 임상적 가치는 환자의 체지방에서 획득한 지방유래 줄
기세포를 이식할 동종 늑연골에 처리하여 연골 신생을 유도한 후 원
하는 부위에 이식함으로써 동종 늑연골이 가진 단점과 한계를 극복할 
수 있다는 점이다. 만약 자가 지방유래 줄기세포가 아닌 동종 지방유
래 줄기세포를 적용하여 유사한 결과를 얻게 된다면 연구의 임상적 
가치는 더욱 높아진다. 지방유래 줄기세포는 면역성이 매우 낮아 면
역거부반응을 일으키지 않으며, 이와 함께 면역억제효과를 보인다는 
연구들이 있는데 자가34 혹은 동종35,36 줄기세포뿐만 아니라 이종37 줄
기세포도 비슷한 효과를 보인다는 점이 흥미롭다. 따라서 건강한 기
증자로부터 획득한 지방유래 줄기세포를 동종 늑연골에 처리하여 연
골세포로 분화시킨 후 다른 환자에게 이식하는 방법도 이론적으로는 
가능하다. 하지만 현행법상 기질혈관분획이 아닌 지방유래 줄기세포
를 이식하는 것은 법률에 위배되기 때문에 현재로서는 임상에 적용하
는 것은 불가능하다.
이번 연구에서 동종 늑연골에 처리한 지방유래 줄기세포가 추후 연
골세포로 분화하는 것에 대해 전자현미경으로 세포의 형태를 관찰하
고, 조직학적 소견과 연골 특이 유전자인 COL1A2, COL2A1,
COL10A1 및 ACAN의 발현을 분석하였다.27,38 이전 연구들에서 연골 
특이 유전자로 알려져 있는 다수의 유전자 중에서 흔히 사용되는 것
들로 선택하였으며, COL1A2, COL2A1, COL10A1 및 ACAN, 이 네 가
지 유전자의 발현 양상이 유사하게 나타난 점을 통해 이번 연구 결과
의 신뢰도를 높일 수 있었다.
한편 연골 신생 media 하에서 2주간의 배양을 통해 지방유래 줄기
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세포의 일부가 연골세포로 분화된 것을 관찰하였고, 이식 4주 후 신
생 연골이 유지됨을 확인할 수 있었다. 실험동물을 이용한 이식술시 
세 가지 군으로 나누어 실험을 진행하였는데, 2군의 미분화 연골군에
서 조직학적 소견상 동종 늑연골 표면에 두꺼운 세포층이 관찰되었으
나, 유전자발현 분석에서 연골 특이적 유전자발현이 3군인 분화 연골
군에 못지않게 통계학적으로 유의하게 높았던 점은 예상치 못한 결과
였다. 이는 비록 면역성이 사라진 동종 늑연골이라 하더라도 동종 늑
연골이 조성하는 체내 환경이 연골 특이적 유전자발현 및 이로 인한 
연골로의 분화에 영향을 미쳤다고 볼 수 있다. 하지만 1군인 대조군
에서는 연골 특이적 유전자발현이 거의 없었던 점을 볼 때 섬유모세
포에 없는 지방유래 줄기세포의 연골분화능이 1군과 2군의 결과에 차
이를 보인 것이라 추정할 수 있다. 따라서 지방유래 줄기세포는 방사
선 처리된 동종 늑연골 표면에서 연골 신생의 유전자가 발현될 수 있
으나 실제로 연골로 분화하기 위해서는 연골 신생 media와 같은 외
부 자극이 필요하다고 결론지을 수 있다.
이번 연구는 몇 가지 한계를 가지고 있어 이를 보완하기 위한 후속 
연구가 필요하다. 첫째, 지방유래 줄기세포를 처리한 동종 늑연골을 
이식한 후 관찰 기간이 4주 밖에 되지 않았다. 누드마우스와 인체의 
환경이 다르지만, 동종 늑연골에 대한 임상논문 중 추적기간이 길었
던 논문에서 합병증의 비율이 높았던 점을 고려하였을 때 추후 연구
에서 4주 이상의 장기 추적시 안정적 사용에 대한 신뢰도가 높은 결
과를 얻을 수 있으리라 판단된다. 둘째, 지방유래 줄기세포 처리가 동
종 늑연골의 물리적 성상에 미친 영향에 대한 평가가 부족했다. 비록 
분주한 지방유래 줄기세포와 분화로 인해 신생된 연골이 기존의 동종 
늑연골 표면에 위치하였지만 배양과정이나 신생 연골이 동종 늑연골
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의 강도나 유연성에 변화를 일으켰는지에 대한 확인은 후속 연구에서 
필요하다고 할 수 있다. 셋째, 궁극적으로 동종 늑연골에 처리한 자가 
지방유래 줄기세포가 인체 내로 이식되었을 때 수혜부 조직과의 자연
스러운 유착에 어떠한 영향을 미치는지 확인되어야 한다. 인체유래 
줄기세포를 체내에 이식하는 행위는 현행법상 불가능하다. 따라서 마
우스와 같은 실험동물에서 획득한 지방유래 줄기세포로 동종 늑연골
을 처리하고 실험동물에 이식함으로써 동종 늑연골이 가지고 있는 문
제점이 해결될 수 있는지 간접적으로 확인할 수 있겠다.
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결론
이번 연구에서 인체에서 얻은 지방유래 줄기세포를 in vitro 환경에
서 2차원적 및 3차원적으로 배양과 연골세포로의 분화를 거쳐 성공적
으로 연골세포를 만들어 낼 수 있었다. 확립된 배양방법을 이용하여 
방사선 처리된 동종 늑연골인 Tutoplast® 연골에 지방유래 줄기세포
를 분주하여 연골의 표면에 유착됨을 전자현미경 소견으로 확인하였
다. 뿐만 아니라 유착된 지방유래 줄기세포가 연골 신생 media 하에
서 연골세포로 분화함을 확인하였다. 연골 신생이 일어난 동종 늑연
골을 실험동물의 피하에 이식하여 2, 4주후 관찰한 결과 Tutoplast®
연골 표면에 유착된 신생 연골은 관찰 기간 동안 신생 연골이 유지되
었을 뿐만 아니라 기존의 Tutoplast® 연골에 통합되어있음을 확인할 
수 있었다. 따라서 연골이 필요한 치료에 있어서 방사선 처리된 동종 
늑연골을 보다 안정적으로 사용할 수 있는 실험적 근거를 제공하였다
는데 이번 연구에 의의가 있다고 할 수 있겠다.
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Abstract
The effect of chondrocytes differentiated from







Rhinoplasty has gained a popularity as one of the aesthetic
surgery. In Asian countries, graft implantation to nasal dorsum and
tip is often conducted. In a patient with a difficulty having enough
autologous cartilage, irradiated allogeneic costal cartilage (IACC)
can be an alternative option. However, complications such as
infection, absorption, and warping can occur during long-term
follow-up. This study aims to explore the Tutoplast® cartilage (TC)
which is one of commercial IACC associated with compatibility as
a scaffold for adipose-derived stem cells (ADSCs), maintenance of
chondrogenic differentiated ADSCs after transplantation, and
postoperative complications.
Methods
Human ADSCs were cultured and differentiated to chondrocytes in
in vitro setting. Then, ADSCs which were seeded on TC were
observed by scanning electoron microscope (SEM), and
differentiated to chondrocytes. Three kinds of TC including TC
itself, undifferentiated ADSC-TC, and chondrogenic differentiated
ADSC-TC were transplanted in the subcutaneous plane of flank of
nude mice. At postoperative week 2 and 4, TC was harvested and
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performed with gross, histological, and gene expression analyses.
Modified International Cartilage Research Society scoring system
was used for qualitative analysis of cartilage.
Results
By 2- and 3-dimensional culture, ADSCs were differentiated to
chondrocytes which were positive in Alcian blue staining and
expressed COL2A1 gene. ADSCs seeded on TC were differentiated
to chondrocytes under the chondrogenic media confirmed by SEM.
Among 3 kinds of TC transplanted to nude mice, chondrogenic
differentiated ADSC-TC showed the maintenance of newly
differentiated cartilage by gross and histological analyses, and
higher expressions of cartilage-specific genes than other groups.
After transplantation, there was no postoperative complication such
as wound infection, cartilage exposure, and animal death.
Conclusions
TC can be a scaffold of ADSCs. Newly differentiated cartilage was
maintained after transplantation to nude mice. Thus, this study
provides experimental evidences for stable use of IACC in the
treatment requiring the cartilage.
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